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Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska pt. ,Zmiany molekularne w raku gruczotowo-
torbielowatym gruczotow slinowych” dotyczy nieczestego, ale niezwykle trudnego w leczeniu

typu nowotworu wywodzacego sie z gruczotow slinowych.

Rak gruczotowo-torbielowaty (ACC) jest rzadkim nowotworem, stanowigcym okoto 1%
wszystkich nowotwordw ztosliwych gltowy i szyi oraz okoto 10% wszystkich guzéw $linianek.
Jest to najczesciej zgtaszany nowotwor ztosliwy matych gruczotow slinowych, ale tez wystepuje
w duzych gruczotach $linowych - przyusznicy, $liniance podzuchwowe] czy podjezykowej. ACC
moze rowniez obejmowac gruczoty tzowe i fojowe a jego lokalizacje poza $liniankami mogq
dotyczy¢ nosa i zatok przynosowych, a takze tchawicy i krtani. ACC charakteryzuje sie
naciekaniem okotonerwowym i okotonaczyniowym 1 licznymi nawrotami miejscowymi.
Regionalne przerzuty do weztéw chtonnych nie sg czeste. Klinicznie ACC jest uwazany za
nowotwoér o wysokim stopniu ztosliwosci, w zwigzku z czym leczeniem 2 wyboru jest radykalna
resekcja chirurgiczna z nastepowg radioterapig. Chemioterapia byla szeroko badana u
pacjentow 2z zaawansowanym ACC, niemnie] jednak powolny przebieg choroby, a takze
niewielka liczba pacjentéw z tego typu nowotworem utrudniajg obserwacje odpowiedzi
klinicznej. Z tego wzgledu temat podjety przez lekarz Katarzyne Stawarz wydaje sie¢ byc¢ bardzo
interesujacy, albowiem kazda nowa informacja o biologii ACC moze przyblizy¢ nas do

skuteczniejszej, niz obecnie wykorzystywane, metody leczenia.

Badanie przeprowadzone przez Doktorantke miato charakter retrospektywny. Zostato
przeprowadzone na materiale tkankowym pochodzgcym od chorych leczonych w Narodowym

Instytucie Onkologii w Warszawie.

Praca ma uktad typowy, liczy 112 stron i skfada sie z nastepujacych czesci: wykaz stosowanych
skrotow, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wstep, cele pracy, materiat | metody,
wyniki, dyskusja, wnioski. Catos¢ zamyka pismiennictwo, spis rysunkéw i tabel. Do monografii
nie dotgczono oswiadczenia Komisji Bioetyczne). Zaproponowany podziat na rozdziaty i ich

proporcja jest wiasciwa.

Spis skrotdw | pojec zawiera dokiadne rozwiniecie w jezyku polskim i angielskim zastosowanych

w pracy skrotow.

Spis tresci obejmuje szczegdtowy wykaz rozdziatéw | podrozdziatéw pracy, jest czytelny i

przejrzysty.



We wstepie rozprawy Doktorantka wprowadza czytelnika w zagadnienia zwigzane z tematem
pracy, przede wszystkim skupiajgc sie na przedstawieniu biologii | charakterystyce
molekularnej raka gruczolowo-torbielowatego gruczotéw Slinowych, a takze na analizie
dostepnych danych literaturowych odnoszgcych sie do proceséw molekularnych, ktére
postanowita zbadac w swojej pracy. S3 to procesy naciekania limfocytarnego w nowotworze,
metylacji RNA, regulacji struktury chromatyny, syntezy deoksyrybonukleotydéw w fazie S cyklu

komaérkowego, naprawy DNA i splicingu mRNA.

Autorka w tej czesci monografii nie ustrzegta sie od pewnych btedow i niescistosci. Na stronie
15. Doktorantka pisze, ze ACC stanowi okoto 10% nowotwordw regionu gtowy i szyi, cho¢ jest
to wartos¢ zdecydowanie za wysoka. Gdyby tak byto, z pewnoscig liczebnosé grup w niniejsze
pracy bytaby wieksza. Na tej samej stronie podaje, ze guz ten w 30-50% lokalizuje sie w obrebie
matych gruczotow slinowych (co jest zgodne z danymi literaturowymi), a z kolei na stronie 16
zamieszcza pogigdowy rysunek, gdzie oznaczone sg jedynie $linianki przyuszne i podzuchwowe,
a sam guz jest zaznaczony w sliniance przyusznej. Moze to btednie sugerowac jego najczestszg

lokalizacje w tym gruczole.

Na stronie 18. Autorka pisze, ze dotychczasowe badania dotyczgce zaburzen genetycznych w
ACC byty prowadzone z wykorzystaniem “niewtasciwych linii komérkowych”. Jest to bardzo
istotne stwierdzenie, a co za tym idzie powinno by¢ poparte danymi, ktore o tym $Swiadczg.

Niestety brakuje danych na ktérych Doktorantka opiera takie swoje stwierdzenie,

Na tej samej stronie Autorka zamieszcza zdanie “S-letnie | 10-letnie przezycie pacjentow z
wysoko i srednio zréznicowanymi formami ACC stanowig odpowiednio 80 i 40%". Czy chodzi o
to, ze pacjenci z wysoko i srednio zréznicowanymi formami ACC byli traktowani “tgcznie”? Czy

jest to pomytka w prezentowaniu wynikow badania?

Na stronie 19. Autorka wskazuje na mozliwo$¢ wywotania dolegliwosci bélowych
spowodowane naciekaniem i porazeniem nerwu twarzowego. Jest to prawdopodobnie skrot

myslowy, albowiem nerw twarzowy jest niemal wytacznie nerwem ruchowym.

Na kolejnych 26 stronach Autorka w ciekawy sposéb opisuje mechanizmy molekularne ktérych
zaburzenia mogg prowadzi¢ do nowotworzenia lub opornosci guza na leczenie, a ktére
postanowita zbada¢ w swojej pracy doktorskiej w odniesieniu do raka gruczotowo-

torbielowatego gruczotdw slinowych.



Doktorantka przedstawita cele swoich badan w 3 punktach:

Cel 1. Ocena nacieku TILs, w szczegolnosci nacieku limfocytéw TCD4 i TCD8 i sprawdzenie

zaleznosci korelacji z czasem przezycia u pacjentow z ACC.

Cel 2. Przeprowadzenie analizy ilosci biatek METTL3, METTL14, WTAP, BRM, RRM2, PRP19,
CDCSL, PLRG1 w guzie pierwotnym, wznowie miejscowe], przerzucie odlegtym u chorych na

ACC.

Cel 3. Ocene zaleznosci pomiedzy wynikami ekspresji biatek METTL3, METTL14, WTAP, BRM,
RRM2, PRP19, CDCSL, PLRG1 oraz danymi kliniko-patologicznymi chorych z okresu obserwacji.

Cele pracy s3 sformutowane jasno i klarownie. Zbedne w tym rozdziale sg dodatkowe akapity,
ktore powinny zosta¢ przeniesione do dyskusji, bedqce rozwazaniami Autorki na temat
mozliwego wykorzystania wynikéw pracy w planowaniu leczenia ACC, jak réwniez w
zrozumieniu mechanizméw modulacji uktadu odpornosciowego przez komérki nowotworowe,

do ewentualnego opracowania schematow immunoterapeutycznych.

Analizie poddano 48 prébek tkankowych, z czego 37 to guzy pierwotne, 5 to przerzuty a 6
preparatow pochodzito ze wznowy. Nie ma danych na temat tego, czy materiat tkankowy
okreslony jako “przerzut” pochodzit od pacjentéw od ktérych mamy tez tkanke guza
pierwotnego. Autorka nie podaje w podrozdziale “Charakterystyka pacjentow” informacji na
temat tkanek zdrowych ktére poddawata analizie. Jedyna informacja o wykonaniu analiz na

tkankach zdrowych ktorg odnalaztem (cztery preparaty) znajduje sie na stronie 701 71.

W mojej ocenie metodologia badania zostata zaplanowana prawidtowo, a niewielka liczebnos¢
grup moze byc ttumaczona rzadkim wystepowaniem raka gruczotowo-torbielowatego | z tego

powodu ograniczonym dostepem do tkanek tego typu guza.

Wyniki badania Doktorantka poddata analizie statystycznej wykorzystujgc program R w wersji
4.2.1. Test Shapiro-Wilka zostat uzyty do oceny rozktadu zmiennych. Poziomy badanych
parametrow porownywano miedzy trzema lub czterema grupami przy pomocy testu Kruskala-
Wallisa lub testu ANOVA (w zaleznosci od tego czy rozktad zmiennych byl normalny), a w

przypadku dwoch grup stosowano test U Manna-Whitney'a.



Zebrane wyniki zostaly przedstawione w postaci 19 rycin i 30 tabel.

Doktorantka w swoich badaniach obserwowata wzrost ilosci biatka BRM w tkance
nowotworowej, natomiast w przypadku RRM2 obnizenie ilosci wybarwionych komaérek, jednak
z intensywnym barwieniem w pojedynczych komdrkach, swiadczgcym o lokalnej nadekspresji
RRM2 w pojedynczych komaérkach ACC. Kolejnymi badanymi biatkami byly podjednostki
kompleksu NTC, gdzie obserwowano wyrainie zwiekszong ilos¢ biatek PRP19 i PLRGI,

natomiast jedynie nieznacznie podniesiong ekspresje COCSL.

Oceniane skfadniki kompleksu metylujgcego mRNA (WTAP, METTL3, METTL14) wykazaty
podobny procent komérek wybarwionych w tkance guza w poréwnaniu do tkanki zdrowej, przy
czym dla WTAP i METTL3 w tkance nowotworu obserwowano obnizenie intensywnosci

wybarwienia liczonej indeksem histologicznym H-score.

Analiza nacieku limfocytdw T w mikrosrodowisku guza ACC wskazata, ze w nowotworze w
wiekszym stopniu obserwowano naciek z limfocytéw TCD4+ niz CD8+. Nie wykonano oceny

naciekania limfocytow T dla tkanki zdrowej.

W kolejnych podrozdzialach “Wynikéw” Autorka analizowata ilosci badanych biatek w
zaleznosci od zaawansowania choroby, od podtypu histologicznego ACC, a takze od stadium
TNM choroby nowotworowej. Jedyne roéznice istotne statystycznie Autorka badania
potwierdzita dla biatka WTAP i METTL14 w zaleznosci od zaawansowania choroby. Zadne z
badanych biatek nie réznicowato podtypu histologicznego ACC gruczotéw Slinowych, a naciek
limfocytéw T byt podobny w kazdej grupie. Podobnie w przypadku zaleznosci od stadium
choroby TNM, zadne z badanych biatek nie réznicowato chorych w poszczegoélnych grupach, a
naciek limfocytow T byt podobny w kazdej grupie. Nie stwierdzono tez istotnych korelacji
pomiedzy naciekiem limfocytdw T a ilosciq badanych biatek w nowotworze ACC gruczotow

slinowych.

Ostatnim podrozdziatem “Wynikédw"” jest analiza czynnikdw majacych wptyw na ryzyko zgonu
pacjenta z rozpoznanym ACC gruczotow slinowych. Doktorantka potwierdzita, ze istotnym
czynnikiem ryzyka zgonu jest podtyp lity w poréwnaniu z cewkowym, ale tez ilos¢ biatka WTAP

i procentowa ilos¢ biatek METTL14.



W mojej ocenie wskazane bytoby wtaczenie analizy tkanek zdrowych do tabel poréwnujgcych
poziomy poszczegdinych badanych biatek w guzie pierwotnym, przerzucie | wznowie.

Dodatkowo ilos¢ tkanek zdrowych liczebnie powinna by¢ wieksza niz n=4,

Wiele akapitow zawartych w rozdziale “Wyniki” powinno zostaé przeniesionych do rozcziatu

“Dyskusja” lub “Wstep”.
Rysunek 27 na stronie 87 jest catkowicie niezrozumiaty - brak w nim legendy.

Dyskusja napisana zostata w sposéb poprawny. Doktorantka odnosi wyniki swoich badan do
danych literaturowych. W interesujacy sposob opisuje role poszczegélnych biatek i dyskutuje
wyniki swoich badan na tle innych publikacji. Autorka sugeruje, ze biatka kompleksu
metylotransferaz mogg petnic funkcje supresora procesu nowotworzenia, gdyz notowany byt
wyrazny spadek podjednostek tego kompleksu w przerzutach, w przeciwieristwie do tkanki
guza pierwotnego czy wznowy. Jak pisze Autorka “najistotniejszym wnioskiem z
przeprowadzonej analizy jest silna korelacja biatka BRM z naciekiem limfocytow TCD8+ oraz
wptyw biatka WTAP na rokowanie pacjentow z ACC gruczotdw slinowych”. Nalezy podkresli¢,
ze znamiennosci statystyczne nie s3 wyjgtkowo wysokie, jednak mozna to ttumaczyé

nielicznymi grupami, zatem wyniki te wymagaj3 dalszych badan.

Whioski odnoszg sig¢ do uprzednio sformutowanych celéw pracy, jednak nie w sposdb typowy,
gdzie kazdemu celowi pracy odpowiada pojedynczy wniosek. Autorka sformutowata 10
wnioskow, ktére wynikaja bezposrednio z przeprowadzonych badan. Jedynym, w mojej ocenie,
wnioskiem, ktory nie wynika z przeprowadzonych badarn jest informacja, ze z uwagi na
nadekspresje biatka BRM, w ACC gruczotéw Slinowych wystepuje zaburzona regulacja struktury
chromatyny. To nie zostato zbadane, a sama nadekspresja biatka nie jest jednoznaczna z

sugerowanym przez Autorke zaburzeniem.

Rozprawe konczy zestawienie 151 pozycji pismiennictwa zardwno polskiego, jak i

anglojezycznego, spis rysunkdw i tabel.

Rozprawa napisana jest poprawnie jezykowo, a nieliczne uchybienia stylistyczne, nie

umniejszajq jej wartosci. Materiaty graficzne - tabele i ryciny utatwiaja analize badan.



Podsumowujgc, chciatbym prosic Doktorantke o ustosunkowanie sie do nastepujacych

punktow:

1/ Dlaczego ograniczyta Pani ilo$¢ badanych tkanek zdrowych do 4 preparatéw?

2/ Dlaczego nie pokazata Pani analizy ilosciowej réwniez dla tkanek zdrowych w odniesieniu
do poszczegolinych biatek? - np. w podrozdziale V.7, tak, zeby w jednej tabeli byty wartosci
dla tkanek zdrowych, guza, przerzutu i wznowy?

3/ Dlaczego nie ma wartosci liczoowych dla wynikéw zobrazowanych na rycinie 12 (strona 59)
i podobnych z kolejnych stron?

4/ Czy Doktorantka samodzielnie wykonywata analizy poziomu mRNA? - rysunek 14177 -
Informacje na ten temat nie sg podane w ,Metodach”.

S/ Podaje Pani, ze ilo$¢ PRP19 i PLRG1 jest "znaczgco zwiekszona" w ACC — w pracy nie moge
odnalez¢ zadnych wartosci liczbowych, a jedynie obrazek 15. Co z tego wynika?

6/ Dlaczego w podrozdziale V.6 osobno sg dane statystyczne dla poszczegdinych biatek w
guzie, a nastepnie, w odrebnej tabeli 11 dane ($rednia +/-SD) dla tkanek zdrowych?

Jakie wnioski ptyng z tego podrozdziatu?

7/ We ,Wstepie” pisze Pani, ze ,dotychczasowe badania dotyczgce zaburzen genetycznych w
ACC byty prowadzone z wykorzystaniem niewtasciwych linii komarkowych”. Na jakiej
podstawie opiera sie ta informacja? W tekscie nie ma odnosnika do bibliografii, a informacja

ta wydaje sie bardzo istotna.

Recenzujqc przedstawiong prace stwierdzam, ze:
1. Praca lek. Katarzyny Stawarz jest samodzielnym dorobkiem Doktorantki,
2. Dobor tematyki pracy byt wiadciwy, a zastosowana metodologia adekwatna.

3. Materiat obejmowat nieliczng grupe pacjentdw, jednak nalezy podkreslic, ze badany typ

nowotworu nalezy do bardzo rzadkich.

4. Doktorantka wykazata sie odpowiednig znajomoscig zagadnienia i umiejetnosciami

korzystania z literatury.



Reasumujac, stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. Katarzyny Stawarz, napisana pod
kierunkiem merytorycznym dr hab. Elzbiety Sarnowskiej spetnia warunki okreslone w art. 13
Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65, poz. 595 z p62n, zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z
dnia 3 lipca 2018r. Przepisy wprowadzajgce ustawe - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. z 2018r. poz. 1669 z péén, zm.).

Przedktadam wniosek Wysokiej Radzie Dyscypliny Nauk Medycznych Narodowego Instytutu
Onkologii Panstwowego Instytutu Badawczego im. Marii Sktodowskiej -Curie w Warszawie o

dopuszczenie Pani Lekarki Katarzyny Stawarz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.




